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論文内容要旨
 ニュ一口ピリンー1は軸索ガイド因子セマフォリン3Aの受容体コンポーネントの一つであり,
 軸索形成期の胚において,中枢および末梢神経系を構成する神経細胞のあるサブセットに発現が
 認められる。これまで神経細胞におけるニュ一口ピリンー1の時空間的な発現制御が正常な神経
 回路網の形成に重要であることが報告されているが,それを担うメカニズムについてはほとんど
 明らかになっていない。本研究ではゼブラフィッシュを用いたiηvノソ。の系でニューロピリンー1a
 遺伝子のエンパンサー領域の解析を行い,脊髄運動神経CaP(caudalprimarymotorueuron)
 におけるニュ一口ピリンーlaの発現制御メカニズムの解明を試みた。初めにニューロピリンー1a
 遺伝子上流域7.5kbを用いてトランスジェニック魚を作成したところ,CaPにおいてレポーター
 遺伝子の発現が認められたことから,一7,5kb内にCaPでの発現を担うエンハンサーが存在して
 いることが明らかになった。そこでこのエンハンサーの位置を絞り込むため,一7.5kbから作製
 した様々な欠損変異体を用いてレポーター遺伝子の一過的な発現実験を行ったところ,一5462b
 から一5099b内にCaPでの発現に関与する三つのエンハンサーの存在が見いだされた。さらにこ
 れらのエンハンサー内に存在する既知の転写因子結合配列に変異を導入した実験の結果から,い
 ずれのエンハンサーにおいてもホメオドメインタンパクの結合配列であるATTAモチーフがシ
 スエレメントとして機能していることが明らかになった。最近,LIMホメオドメインタンパク
 であるislet-2がセマフォリン受容体であるプレキシンA4の上流因子であることを示唆する報
 告がなされたことから,ニューロピリンー1aの発現制御にLIMホメオドメインタンパクが関与
 しているのではないかと考え,ニュ一口ピリンー1a遺伝子上流域7.5kbを有するトランスジェニッ
 ク系統の胚にmRNAを注入して,強制発現によりGFPの発現パターンに変化が生じるかどう
 か検討を行った。その結果,islet-1/2の強制発現によりGFPの発現が増強されることが明らか
 になった。以上の結果から,CaPでのニューロピリンー1aの発現誘導にはLIMホメオドメイン
 タンパクの関与が示唆された。
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 審査結果の要旨
 神経回路網がどのような制御因子のもとに形成されるかは重要な課題である。ニュ一口ピリンー
 1は軸索ガイド因子セマフォリン3Aの受容体コンポーネントの一つである。これまで神経細胞
 におけるニュ一口ピリンー1の時空間的な発現制御が正常な神経回路網の形成に重要であること
 が報告されているが,それを担う制御メカニズムについてはほとんど明らかになっていない。俵
 山寛司は,本研究において,ゼブラフィッシュでの神経組織におけるニューロピリンー1の発現
 制御メカニズムを解明するため,ニュ一口ピリンーla(nrpla)遺伝子のエンハンサー領域の解
 析を行い,脊髄一次運動神経CaudalPrimarymotorneuron(CaP)における発現を担うエ
 ンパンサーエレメントの同定に成功した。
 まず,nrpla遺伝子上流域7.5kbを用いてトランスジェニック魚を作成したところ,CaPに
 おいてレポーター遺伝子の発現が認められたことから,この領域内にCaPでの発現を担うエン
 ハンサーが存在していることが明らかになった。そこでこのエンハンサーの位置を絞り込むため,
 一7.5kbから作製した様々な欠損変異体を用いてレポーター遺伝子の一過的な発現実験を行った
 ところ,一5462bから一5099b内にCaPでの発現に関与する三つのエンハンサーエレメントの存
 在が見いだされた。さらにこれらのエレメント内に存在する既知の転写因子結合配列に変異を導
 入した実験の結果から,いずれにおいてもホメオドメインタンパクの結合配列であるATTAモ
 チーフがシスエレメントとして機能していることが明らかになった。
 最近,LIMホメオドメインタンパクであるislet-2がセマフォリン受容体であるプレキシンA
 4の上流因子であることを示唆する報告がなされたことから,nrplaの発現制御にLIMホメオ
 ドメインタンパクが関与しているのではないかと考え,nrpla遺伝子上流域一7.5kbを有するト
 ランスジェニック系統の胚にmRNAを注入して,強制発現によりGFPの発現パターンに変化
 が生じるかどうか検討を行った。その結果,islet-1/2がGFPの発現を増強することが明らかに
 なった。以上の結果から,CaPでのnrplaの発現誘導にはLIMホメオドメインタンパクの関
 与が示唆された。
 以上のように,俵山寛司はゼブラフィッシュを用いて,ニューロピリンー1遺伝子の脊髄一次
 運動神経特異的な発現を担うエンハンサーエレメントを同定し,LIMホメオドメインタンパク
 であるislet-1/2がその制御を行っていると推定したが,これらの結果は神経回路網形成の制御
 機構の上から重要な知見であると高く評価できる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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